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The central question of this thesis is whether beta-carotene protects against cancer. 
Chc~preer I discusses the validity of non-experimental and experimental studies of dietary 
factors, by way of background information for the studies presented in this dissertation. 
In addition, the content of the various chapters is briefly described. 
Chapter 2 presents a review of the pole of vitamin A in cancer prevention. Jt appears 
that beta-carotene is more likely to be responsible for the cancer preventive effect than 
retinol. This obsenvation is consistent with current knowledge about their metabolisms: s 
high intake of retinol leads mainly to storage in the liver and therefore hardly 
influences the serum level of retinol, whereas a high intake of beta-cerotene is reflected 
in a high serum level of beta-carotene. Wilth regard to the cancer preventive effect, 
several mechanisms have been postulated, for the effects of both carotenoids and 
retinol. Epidemiological studies indicate that a high intake of beta-carotene reduces 
cancer risk. It is unclear, however, whether the effect is exerted by beta-carotene itself 
or after conversion into setinol. 
In order to gain more insight into the causality of the relation between beta-carotene 
and cancer, we performed a randomized experiment. We chose to study the effect of a 
supplemental dose of beta-carotene on the regression and progression rates of cervical 
dysplasia. About 3100 women with cepwical dysplasia participated in this experiment. 
They filled in a postal questionnaire inquiring about all presumed risk factors for 
cervical dysplasia, including sexual habits, smolcing habits and a number of food habits. 
Wth respect to the latter, we inquired particularly about the consumption of foods 
containing beta-carotene, retinol, vitamin C or dietary fibre. We mailed the same 
questionnaire to a sample of the general population. This enabled us to perform, in 
addition to the experimlent, a case-colntrol study of the role of beta-carotene and other 
dietary factors in the etiology d cervical dysplasia. The results d this nan-experimental 
study are presented in chapfer 3. The data of 257 patients: and 705 controls could be 
analyzed. Mter adjustment for many confounders, we observed, to our surprise, an 
increased risk of mmilcal dysplasia for women with a high intake of beta-carotene 
(OR=2.3; 95% CI: 1.3-4.2). No consistent: relation was found with the intake of retincsl, 
while the relations with vitamin 161 and dietary fibre were weakly negative, but not 
statistically significant. These findings do not support the hypothesis that beta-carotene 
protects against cervical dysplasia. 
Owpiorer $ presents the rationale and implimtions of the design of the randomized 
experjment. Attentian is paid among other things to the choice of cemimcal dysplasia, of 
the outcom~e parameter, of the duration of the internention period and of the dose of 
betaaaxoterre. 'Sine consequences d these choices for the interpre-tation of the results 
are discussed. 
Chapter 5 presents the results of the randomized experiment. A total of 369 patients 
were admitted, of which 278 turned out to be suitable for baa analysis. The 
experimental group /N=137) received a supplemental daily dose of 10 mg of beta- 
carotene in a capsule for three months. The control group (N=1141) received placebo 
capsules. The outcome parameter was baaed on the change in degree of dysplasia, 
wmparing the histological, diagnosis before admission with the histological or cytological 
diagnosis after the intervention period. To improve the precision of the outcome 
parameter all histological slides were revised by one pathologist. Moreover, two 
definitions of regression and progression were used. The number of patients showing 
progression was too small to allow conclusions. No statistically significant effects on the 
regression rates were observed. Using the broad definition of regression, the group 
receiving beta-carotene showed slightly less regression (IOR=0.7; 95% CI: 10.3-1.6). Using 
the strict definition the beta-carotene gsoup showed slightly more regression (0R=1.2; 
95% Clr 0.4-3.4). A secondary analysis in which the total intake of beta-carotene: (diet 
and supplements) was studied in relation to the regression rates of cervical dysplasia did 
not sl~ow a protective effect either. Some critical choices in the study design and 
performance are discussed as possible explanations for the negative result. Alternative 
explanations me that beta-carotene does not affect this specific part of the cancer 
process or k not effective on cervical cancer. But it is also possible that beta-carotene 
is not causally related to cancer at all, and that the associations found in many non- 
experimental epidemiological studies were due to insufficiently controlled bias. 
CIwpIer 6 presents the results of a study of the interobserver variation in the 
ip16li:'~pretatio~ 0% S i v y  S T R & T ~ C ~  0% ~et;lm\  at. F m  q ~ f i e n c c d  p"dt"no'r~gisi~ 
examined the same get, of 1% histological slides and assig~ed them to one of five 
diugnostic categories: no dysplasia, mild dysplasia, moderate dqlsplasia, severe dysplasia, 
and carcinoma in situ. We calculated kappa values to take chance agreement into 
account. Unweightcd group kappa was 0.28 and weighted goup  kappa was 10.56. There 
was considerable disagreement among the pathologists. &planations for the 
interobserver wnriatlon may be sought in the equivocal criteria for grading cervical 
dysplasia, anld the arbitrary division of a continuous process into distinct categories. 
I11 c/z~pier 7 the contribution of epidemiological studies to the evidence of a causal 
relation between beta-carotene and cancer is discussed. After presenting the evidence 
from laboratory experiments, the value of epidemiological studies of dietary factors is 
discussed. Nun-experimental studies are hampered by variaus sources of bias, of which 
confounding by associated dietary factors is probably the most important. These 
associated factors serriously affect the usefulness of Hill's criteria to assess causality in 
non-experimental epiderniohogicall studies. 
Experimental study designs can eliminate these biases. Therefore, experiments are much 
more powerful in establishing a causal relation. 
At the end of the chapter, the author's personal view is given. Her belief in a caus~l  
relation between beta-carotene and cancer has been decreased by the results of the 
studies, presented in this thesis. With respect to the future, it is her opinion that 
additional non-experimental studies do not have the potential to shed more light on the 
causality of the relation. Only experimental studies ww611 give further evidence whether it 
has been right or wang to 'believe; that beta-carotene protects agaia~st cancer. 

Dit proefschrift gaat over de rol van beta-caroteen bij de preventie wan kanker. Beta- 
caroteen is een voedingsstof die in groenten en, In mindere mate, ook in frult 
voorkomt. De belangrijkste bronnen van beta-caroteen zijn worteltjes, boerenkotik, 
spinazie en andere donkergroene bladgroenten. Beta-caroteen is een voorloper va11 
vitamine A. Het is namelijk zo dar een deel van beta-caroteen In het lichaam oniigezer 
wordt in retinol. Retinol i s  de wetenschappelijke naam voor vitamine A. 
Retinol zlt in dierlijke produkten zoals lever, vlees, eieren en zuivelprodiokten. In 
groenten en fruit komen carotenoïden voor. 'Carotenoïden' is een verzamelnaam voor 
een aantal verwante stoffen, waalwan beta-caroteen de belangrijkste Is. Zoals gezegd 
wordt een deel van de carotenoïden in het lichaam (met name in de darmen en de 
iever) omgezet in retinol. Een ander deel van de carotenoïden dat in het lichaam wordi 
opgenomen wordt niet omgezet in retinol, maar blijft in het lichaam aanwezig In de 
vorm van caratenoyden. 
Om te beginnen is het tot dusver uitgevoerde onderzoek naar de rol van vitamiiae A bij 
het ontstaan van kanker bestudeerd en samengevat. Uit dit onderzoek komen 
aanwijzing dat vitamine A beschermt tegen de ontwikkeling van kanker. 
De belangrijkste vraag bij de bestudering van deze onderzoekingen was of retinol dan 
wel beta-caroteen verantwoordelijk is voor het vaak waargenomen preventieve effect op 
de ontwikkeling van kanker. Uit een flink aantal onderzoekingen bij mensen bleek dat 
personen die veel groenten en fruit (beta-caroteenrijk aten, minder kans hebben om 
kanker te krijgen dan personen die weinig groenten en fruit aten. Personen die veel 
dierlij,ke produkten (reitinolrijk) aten, bleken een even grote kans ap kanker te hebben 
als personen die weinig van deze pandukten aten. Dit komt overeen met het lor varr 
retinol en beta-casdeen in het menselijk lichaam. Retinol wordt grotendeels opgesli-]gen 
in de lever. Daarom wordt de hoeveelheid retinol die de andere weefsels bereikt, niet 
groter als er meer retinol in de voeding zit. Hel deeh van beta-caroteen dat niet word.1 
omgezet in retinol, is wel goed in staat om alle weefsels te bereiken. Daarnaast zijn er 
vele dierproeven en andere laboraroriume~erime11iten gedaan om er achter te kamen 
op welke manier beta-caroteen en retinol zouden kunnen beschermen tegen kanker. 
Voor beide stoffen bleken, op grond van deze experimenten verschillende mechanismeli 
voorstelbaar te zijn. Voor een effect van retinol (of daarvan afgeleide stuffen) zijn meer 
mogelijke mechanismen bekend dan voor een effect van beta-caroteen. 
Samengevat kan uit het tot dusver verrichte onderzoek geconcludeerd warden dat hen 
aannemelijker is dat het vaak geconstateerde beschermend effect veroormakt wordt 
door veel beta-caroteen in de roeding dan, door veel retinol in de voeding. Het is nog 
onduidelijk of het uiteindelijke effect op de weefsels waarin kanker ontstaat, 
uitgeoefend wordt door beQ-caroteen of dat het daarvoor toch eerst omgezet moet 
woisden iki retinol. Deze omzetting zaw dan moeten gebeuren nadat beta-caroteen de 
lever g~paweerd h. 
De centrale waag in dit prcseGchrlft is of bek-caroteen werkeuk beschermt tegen 
kanker, met andere woorden of er sprake is van een wrmak-gevolg relatie. Omdat het 
nu eenmaal niet mogelijk is om alles tegelijkertijd te onderzoeken, hebben we om 
beperkt tot dysplasie van de baarmoederhals. Jlysplasie betekent dat er sprake is van 
een verstoring van de weefsellopbouw door een afwijking in de poei en de ontwikke- 
ling vafl een weefsel. Diysplasie aran. de baarmoederhals wordt beschouwd aYs een voor- 
stadium van baarmoederhalskanker. Dat vcrorstadium zal bij een aantal vrouwen op den 
duur overgaan in echte kanker, maar er bestaat ook een kans dat het weefsel na 
vedaop van tijd weer normaal wordt. In een uitstrijkje, waarbij losse cellen van het 
weefsel van de baarmoederhals geschraapt worden, kan men zien of er sprake Is van 
dysplasie. Nog beter is dat te beoordelen op grond van een heel klein stukje weefsel 
dat uit de baarmoederhals gehaald wordt (weefselpreparaat). Afhankelijk van de ernst 
van de verstoring van de wecfselopboww maakt men onderscheid tussen lichte, matige 
en ernstige dysplasie. Wanneer de afwijking nog ernstiger is spreekt men van 
"cairdnorna in situi", en tenslotte van kanker. 
We hebben een tweetal onderzoekingen uitgevoerd rum na te gaan of beta-caroteen 
invloed heeft op dysplasie van de baarmoederhals: een experimenteel en een niet- 
experimenteel onderzoek. 
I-Eet essentiE8e kenmerk van een experiment is dat de onderzoeker zelf actief ingrijpt in 
de onderzoekspopulatie, en daarna het effect daarvan bestudeert. In het experiment 
hebben we de helft van de vrouwen met dysplasie van de baarmoederhals extra beta- 
caroteen gegeven waarna we vaststelden of het stadium van dysplasie ernstiger werd, 
gelijk bleef of minder ernstig werd. Als hel ernstiger werd, noemden we dat progressie 
van het dysplasiestadium, terwijl de term regressie werd gebruikt als het stadium minder 
ecnstig wmd. 
In een niet-ewerimenteel onderzoek abseweert de onderzoeker alleen maar wat er 
gebeurt in de onderzoekspopulaitie, zonder er zelf iets aan te veranderen. In ons geval 
zijn we in het niet-experimentele onderzaek nagegaan, of vrouwen met dysplasie van de 
baarmoederhals andere vmdingsgewoontm hadden dan vrouwen zonder deze 
aandmninp. Een dergelijk onderzoek wordt een patient-controle-ondetzoek genoemd. 
De: resultaten van liet patient-controle-onderzoek en het experiment zullen hier nu 
beschreven worden. 
In het patient-controle-mdermek waren de patihten de wouwen met dysplasie van de 
baarmoederhals: die ook aan het experiment deelnamen. De controlegroep bestond uit 
een steekproef van wouwen uit de algemene bevolking.. A le  wouwen vulden eenzeJfde 
vregenlijst In die informeerde naar de consumptie van een aantal voedingsmiddelen, 
met name produkten die rijk Ajjn aan beta-ca~aroteen, retinol, vitamine 42 en voe- 
dingsweael. Damaas t  werd gewaagd naar een aantal vermoedeEjljke nsicof&ct;aseri wrin 
dysplasie van de baamoederhals, waaronder rookgeworantlen en hepaalde sexude 
gewoonten. De reden dat we niet alleen naar voedingsgewoentem hebben gewaagd, 
maar ook infomatie hebben vemrneid over andere n;sicafactoren was dat we bij het 
vaststellen van de invloed van beta-cairoteen met die endere risicofactoren rekening 
wilden houden. De gegevens van 257 patitnten konden worden vergeleken inet die van 
705 controlepersonen. Tot onze vesrrrssing bleek dat de vrouwen met dysplash van de 
baannoederhalis meer bieta-caroteen met hun voeding binnenkregen dan de vrouwen in 
de cantrolegraep. Hieruit kan geconcluideerdl worden, dat de nouwen die veel belu- 
caroteen in hun voeding hadden meer kans hadden om dysplasie van de 
baarmoederhals te hijgen, dan mouwen van wie de voeding weinig beta-carateen 
bevatte. Rekening houdend met andere riskante gewoonten bleek deze kans ruim wee 
keer zo groot te zijn. We vonden geen verband met de hoeveelheid retinol in de 
voeding. De wouiwen van wie de voeding veel vitamine C of veel vaedingsvezel bevatte 
hadden een iets kleinere kans olm dysplasie van de baarmoederhals ta krijgen dan 
vrouwen van wie de voeding weinig w n  deze voedingsstoffen bevatte. Deze resultaten 
suggereren dat de voedingsstof in groenten en fruit dia verantwoordelijk is voor her 
beschermend effect tegen kanker, vermoedelijk niet beta-caroteen ml zijn. 
Voor het experimentele onderzoek werden in totaal 369 patiliënten aangemeld vanuit 23 
ziekenhukten. Deze patiënten hadden zelf toegestemd om aan het onderzoek mee te 
doen. Uiteindelijk konden de gegevens van 278 patienten gebruikt warden voor het 
vaststellen van het effect. van beta-caroteen. Deze vrauwen waren door loting ever mee  
gaepen verdeeld: een experimentele groep van. 137 wouwen en een controlegroep van 
1431 wouwen. De experimentele groep heeg  dagelijks, gedurende drie maanden, een 
extra dosis van 110 mg beta-caroteen in de vorm wan capsules. De controlegroep ontving 
placebo-capsules die er hetzelfde uitzagen als de beta-caroteen capsuVes, maar waarin 
geen beta-caroteen zat. Voordat de vrouwen aan het onderzoek konden meedoen, was 
op grond van een weefselpreparaat vastgesteld dat ze inderdaad dysplasie hadden en 
werd vastgelegd in welk stadium de dysplasie verkeerde. Na drie maanden werd 
onderzocht of de ernst van dysplasie was toegenomen of afgenomen. Daartoe werd een 
uitstrijkje gemaakt en vaak ook opnieuw een weehelpreparaat. Om de betrouwbaarheid 
van de beoordelingen te verhogen werden alle weefselpreparaten achteraf dsar één 
patholoog beoordeeld. Bovendien gebruikten we twee definities van regressie en 
progressie. Er was een ruime definitie waarbij iedere verandering van het 
dysplasiestadium regressie of progressie genoemd werd, en een strenge definitie waarbij 
alleen de grotere veranderingen in ernst van dysplasie als repressie of progressie werden 
aangemerkt. Her aantal wrouwen bij wie het dysplasiestadium ernstiger was geworden, 
bleek te Mein te zijn om conclusies op te baseren. De vrouwen die capsules met bcfa- 
caroteen gekregen hadden, vertoonden niet duidelijk vaker regressie van het 
dysplasiestaidium dan de wouwen die de placebo-mpsulcs ontvangen hadden. Wanneer 
de mime definitie gebruikt werd, vertoonde de groep vrouwen die beta-caroteen 
capsules ontvangen had zelfs iets minder vaak regressie van het dysplasiestadium. 
Wanneer de ekrenge definitie gebrnikt werd, veflmnde de beta-caroteen gmp iets 
vaker regessie. Deze kleine verschillen zijn waarschijnlijk aan het taeval toe te 
~~chl^ljven, 
Daarna werd de regressie van het dpplaiestadium vergeleken tussen de wouwen die 
veel en die weinig beta-caroteen, hadden pbmiM gedurend~e de drie mamden. Daartoe 
werd de hoeveelheid bets-wrateen die In hun meding mt, opgeteld bij de hoevee/heid 
die ze met d~e capsules binnenkregen. Qiok dan werd er geen duidelijk verschil in 
regressie van het dysplasiestadium gewonden t u m n  de twee ondemoeksgraepm. 
Bij de opzet van dit experiment moest om praiktlsehe redenen een aantal keuzes 
gemaakt worden, zoals de lengte van de periode dat de mpsuleo geslikt werden, de 
dosis beta-caroteen en de keuze vmr  de verandering in dysplasiesdadlurn als maat voor 
het effect. Sommige van deze keuzes kunnen mogelijk verklaren waarom we geen 
dwidelij~ke verschillen gevond~en hebben. Andere mogelijke verklaringen zijn dat beta- 
caroteen geen effect heeft aap een veorstadium van kanker, of juist niet werkt tegen 
baarmoederhalskanker terwijl her wel beschermt regen andere vormen van kanker. 
Maar een verklaring die zeker niet uitgesloten mag worden is, dat beta-caroteen niet de 
voedingsfactor in groenten en h i t  is die beschermt tegen kanker! 
Tijdens heb experiment is naar voren gekomen dat de pathologen die de 
weefselpreparaten moesten beoordelen, het niet altijd met e8;kaar eens waren. We 
hebben in een apart onderzoek bekeken hoeveel de beoordelingen van vier ervaren 
pathologen verschilden als ze dezelfde 106 weefselpreparaten bekeken. Zij kregen de 
opdracht om deze preparaten in te delen in vijf categorieën: geen dysplasie, lichte 
dysplasie, matige dysplasie, ernstige dysplaisie, en carcinorna in sitei. Er bleken aanzien- 
lijke verschillen in de beoordelingen voor te karnen. Deze verschillen tussen de 
pathologen kunnen wellicht verklaard worden door de onduidelijke criteria die gebruikt 
worden voor de iindeling in ernst van dysplasie. Bovendien wordt van hen verwacht dat 
zij een conltinu proces zonder natuurlijke grenzen toch in klassen indelen. 
Wat hebben de eerdere en de zelf uitgevoerde onderzoekingen nu bijgedragen aam de 
beantwoording wan de vraag of beta-caroteen werkelijk beschermt tegen kanker? De 
laboratoriumexperimenten hebben aangetoond dat het heel goed mogelijk is dat beta- 
caroteen beschermt tegen kanker. Maar dit betekent niet automatisch dat beaa- 
caroteen bij mensen ook daadwerkelijk een rol speelt bij de preventie van kanker. 
Daarvoor Is onderzoek nodig bij groepen mensen. Ult bet eerdere niet-experimentele 
onderzoek kwamen aanwijzingen dat personen die veel goenten en h i t  eten, minder 
kans lopen om baarmoederhalskanker te krijgen. dan personen dte weinig groenten en 
fruit eten. NS in plaats van naar groenten eni fmit naar de individuele voedingsstoffen 
wordt gekeken die In deze prodiukten zitten, vindit men ook meestal dat personen die 
veel beta-caroteen, vitamine C en voedingsvezel binnenkrijgen een Ueinere kans hebben 
om kanker te ontwiikkalen. Maar welke component is nu verantwoordelijk voor het 
beschermend effect tegen kanker? 
Het probleem in het niet-experimentele onderjfaclk is dat de invloed van andere 
risicofactoren niet kan worden uitgesloten. Personen die ved groenten en frult eten, 
hebben misschien nog wel meer gezonde gewoonten die hen behoeden voor her hijgen 
van kanker. Slechts tot op zekere hoogte is het mogelijk om bij de verwerking van de 
gegevens rekening te houden met de invloed van andere rtisicofactoren. Wet blijft 
daardoor moeilijk om uit te maken welke factor in groenten en fruit nu vemntwoor- 
delijk is waar het beschermend effect, en zellfs bf her wel een component In groenten en 
fruit is, en niet een daarmee samenhangende factor, die 'beschermt tegen kanker. 
Zn experimenteel onderzoek wordt een deel van deze problemen vermeden daordnt het 
toeval bepaalt wie tot de experimentele en wie rot de conardegroep behoort. Alle 
andere gewoanten en factoren die het risico op kanker beïnvloeden zijn daardoor in 
principe gelijk verdeeld over de experimentele groep en de controlegroep. Door 
vervolgens de experimentele groep de factor die men wil onderzoeken extra te geven 
en de controlegroep niet, is het mogelijk om puur hen effect van deze ene factor ap  
zich ze bepalen. 
Maar ook het experiment heeft nadelen. Lang niet alle vraagstelllingen zijn in een 
experiment te onderzoeken. Bijvoorbeeld als bet effect van een magelijk schadelijke stuf 
in de voeding onderzocht wordt, is het onmenselijk om de helft van de mensen in  liet 
onderzoek moedwillig deze stof toe te dienen. Vaak zijn experimenten ook niet 
uitvoerbaar omdat ze te lang zouden duren of omdat er te ved mensen, nodig zouden 
zijn om een effect te kunnen, vaststellen. Daarom moeten er dikwijls beperkende keuzes 
gemaakt worden om ze wen uitvoerbaar te maken, zoals in ons geval bijvoorbeeld de 
keuze voor een voorstadium van baarmoederhalskanker en de keuze om het effect 
reeds na drie maanden te bekijken. 
Toen we met onze onderzoekingen begonnen, waren er redelijk wat aanwijzingen dat 
'beta-caroteen zou beschermen tegen kanker. Deze waren vooral afkomstig uit 
laboratoriumexperimenten en uit niet-experimenteel onderzoek bij mensen. 'Wit ons 
eigen onderzoek bleek helemaal niet dat beta-caroteen beschermt tegen de ontwikkeling 
van kanker. Daarom ben ik op grond van onze eigen resultaten nuinder gaan geloven in 
de preventieve werking van beta-caroteen. Bovendien denk ik dat in de toekolmst alleen 
experimenteell ondemoek meer zekerheid kan verschaffen over de vraag of we terecht 
of onterecht geloofd hebben dat beta-caroteen beschermt tegen kanker. 
